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COMMUNICATIONS 
Infection expérimentale de poulets 
à l'aide d'une souche variante 
de Mycoplasma synoviae: 
comparaison des méthodes de dépistage 
par Isabelle KEMPF*, Fabienne GESBERT* et Georges CZIFRA** 
RÉSUMÉ 
Quinze poulets sont infectés expérimentalement à l'aide de la souche 
variante Mycop/asma synoviae K1415. A différentes dates après inoculation, 
des écouvillonnages de trachée sont réalisés pour culture de mycoplasmes et 
des sérums sont prélevés et analysés par agglutination rapide sur lame (ARL) 
vis-à-vis d'un antigène commercial ou vis-à-vis d'un antigène homologue et 
par différents tests immuno-enzymatiques (ELISA) commerciaux ou expéri­
mentaux. Les résultats montrent que le taux de réisolement de MS est faible. 
Les sérums testés par ARL vis-à-vis de l'antigène et par la plupart des tests 
ELISA paraissent négatifs. Ils sont positifs par la méthode d' ARL utilisant 
un antigène homologue ainsi que par l'une des méthodes immuno­
enzymatiques, peu spécifique par ailleurs. Cette expérimentation démontre la 
difficulté de dépister, à l'aide des méthodes classiques, les infections dues à 
des souches variantes. 
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SUMMARY 
EXPERIMENTAL INFECTION OF CHICIŒNS WITH AN ATYPICAL 
"'MYCOPLASMA SYNOYIAE STRAIN: COMPARAISON OF DIAGNOSIS METHODS 
Fifteen chickens were inoculated with the atypical Mycoplasma synoviae 
(MS) Kl415 strain. On different dates post inoculation, tracheal swab samples 
were collected for mycoplasma culture and blood samples were analyzed by 
slide agglutination test (SA) with commercial or homologous antigen, and 
commercial or experimental enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
tests. Results showed that MS isolation rate was low. SA with commercial 
antigen did not yield positive results, although birds were positive when 
tested with homologous antigen. With most ELISA tests, most sera remained 
negative. Only one experimental ELISA test gave positive results but this test 
is known to suffer from low specificity. These results illustrate the difficulty of 
diagnosis of infections with such MS variant strains. 
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INTRODUCTION 
Mycop/asma synoviae (MS) est responsable chez la poule et chez la 
dinde d'infections de l'appareil respiratoire supérieur qui restent très 
souvent subcliniques mais peuvent parfois s'aggraver du fait 
d'aérosacculites ou de synovites (10). 
Le dépistage des infections à MS repose essentiellement sur 
l'isolement du germe à partir découvillons trachéaux ou la réalisation de 
tests sérologiques. Les méthodes sérologiques comprennent l'aggluti­
nation rapide sur lame (ARL) et les méthodes immuno-enzymatiques 
(ELISA). Nous avons voulu, au cours de la présente expérimentation, 
évaluer l'efficacité de ces techniques lors d'infections de poulets par une 
souche atypique de MS. 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
Souche: la souche Mycoplasma synoviae K1415 (11) a été 
aimablement fournie par le Professeur S.H. KLEVEN (Université 
d' Athens, Georgie, USA). Pour l'inoculation des oiseaux, elle est 
multipliée par inoculation intra-vitelline sur des œufs embryonnés de 
poule exemptes d'organismes pathogènes spécifiés (EOPS). 
Milieux: pour les cultures de mycoplasmes, le milieu FM4 liquide ou 
gélosé est utilisé (5). Le milieu de transport est de l'eau peptonnée à 2 % 
contenant du glycérol {1,2 % vol/vol) et de la pénicillline G (1 000 unités/ 
ml de milieu). 
Infection des oiseaux: quinze poulet EOPS âgés de huit semaines 
sont obtenus de l'Unité Expérimentale d'Aviculture du CNEVA-
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Ploufragan et maintenus en strict isolement. Ils sont inoculés par voie 
intra-trachéale à l'aide de la souche MS K1415 à raison de 3 x 103 unités 
changeant couleur par oiseau. Sept, 14, 21, 28, 35 et 46 jours après 
inoculation (Pl), des sérums sont récoltés et analysés par les techniques 
d'ARL et ELISA. Sept, 21, 35 et 46 jours PI, des écouvillonnages de 
trachée sont réalisés sur tous les oiseaux, placés dans des tubes contenant 
1 ml de milieu de transport puis soumis à la recherche de mycoplasmes. 
Culture de mycoplasmes : pour chaque écouvillon, cent microlitres de 
milieu de transport sont inoculés dans 0,9 ml de milieu FM4 liquide. Dix 
microlitres de chaque suspension sont ensemencés sur gélose FM4 
(premier passage). Les géloses sont incubées à 37°C pendant 28 jours. Des 
passages sont effectués à partir des cultures en milieu liquide dès qu'un 
changement de couleur du milieu est observé, ou, en son absence, après 
une semaine d'incubation (second passage). Les isolats sont identifiés à 
l'aide de la méthode d'immuno-binding sur membrane (15). 
Test sérologiques 
L'agglutination rapide sur lame est réalisée avec les antigènes MS du 
commerce fournis par Intervet, France selon la technique IS281 du 
programme d'accréditation 109 du COFRAC (7). Un antigène agglutinant 
destiné à la réalisation de tests homologues est préparé à partir de la 
souche MS K1415. Un litre de culture est centrifugé, lavé trois fois à l'aide 
de solution tamponnée au phosphate à pH7 (STP). Le culot cellulaire est 
resuspendu dans 10 ml de STP contenant du phénol (0,25 %) et coloré avec 
une solution aqueuse de crystal violet à une concentration finale de 
1110 000. L'antigène est ensuite soumis aux ultra-sons avant utilisation. 
Les sérums sont également testés à l'aide des trousses commerciales 
ELISA MS ProFLOK® (KPL, Gaithersburg, MD, USA), MS FlockChek� 
(ldexx S.A., Éragny, France) et pour une partie d'entre eux à l'aide de la 
trousse MG/MS FlockChek® du même fournisseur. Les tests sont 
effectués et interprêtés selon les recommandations des fabriquants. Pour 
le test KPL, un ratio échantillon/positif (Sp) est calculé pour chaque 
sérum en minorant chaque échantillon de la valeur moyenne du contrôle 
négatif. Les résultats sont interprétés de la manière suivante : négatif 
(Sp < 0,200), suspect (0,200 < Sp < 0,600) ou positif (0,600 < Sp). Pour les 
tests ldexx, le taux d'anticorps de chaque sérum (S/P) est calculé en 
divisant la valeur de l'échantillon par celle du contrôle positif. Les sérums 
pour lesquels S/P est supérieur à 0,5 sont considérés positifs. 
Deux tests expérimentaux basés sur la méthode ELISA de blocage 
(21) sont également employés pour une partie des sérums et consistent à 
évaluer le pouvoir d'inhibition (Pin) des sérums vis-à-vis de la fixation des 
anticorps monoclonaux 1H6 ou SFIO dirigés contre MS. Les sérums 
présentant un Pin supérieur à 40 % sont considérés positifs, les sérums 
pour lesquels le Pin est compris entre 30 % et 40 % sont déclarés douteux et 
les sérums ayant un Pin supérieur à 40 % sont dits positifs. 
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RÉSULTATS 
Pathologie 
Des symptômes respiratoires modérés sont observés sur un seul des 
quinze poulets inoculés, vers la troisième semaine PI. Aucune lésion de 
l'appareil respiratoire ou des articulations n'est relevée lors des autopsies 
réalisées 46 jours PI. 
Cultures 
Les nombres de cultures positives 7, 21, 35 et 46 jours sont respec­
tivement 2115, 3115, 5115 et 0115. Au total, neuf oiseaux sont positifs au 
moins une fois. Il est noté que toutes les cultures correspondant au 
premier passage paraissent négatives, les colonies n'étant obtenues qu'à 
partir du second passage. 
Sérologie 
Les résultats obtenus avec les différents tests sérologiques sont 
présentés dans le tableau 1. 
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ELISA ldexx MG :MS 
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• : ELISA expérimental réalisé à l'aide de l'anticorps monoclonal IH6 
•• : ELISA expérimental réalisé à l'aide de l'anticorps monclonal SFIO 
•• p : positif; d : douteux; n : négatif; NT: non testé 
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Selon l' ARL, les oiseaux sont négatifs vis-a-vis de l'antigène 
commercial et de l'antigène homologue avant inoculation. Après 
inoculation, les sérums de tous les oiseaux, récoltés de 7 à 46 jours PI, 
restent négatif vis-à-vis de l'antigène commercial. Avec l'antigène 
homologue, dès la première semaine PI, plus de la moitié des sujets 
présentent des anticorps agglutinants. Par la suite, la plupart des poulets 
sont positifs. 
Aucun sérum n'est trouvé positif selon les trois trousses ELISA 
commerciales. 
Les sérums prélevés de JO à 135 analysés par la méthode ELISA de 
blocage réalisée avec l'anticorps monoclonal 1H6 sont négatifs. A J46, six 
sérums paraissent douteux, les neuf autres étant négatifs. Lorsque le test 
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est réalisé avec l'anticorps monoclonal SFIO, les sérums prélevés à JO sont 
négatifs alors que tous les sérums prélevés de J7 à J46 sont positifs. 
DISCUSSION 
L'inoculation de la souche MS K1415 n'entraîne, dans nos conditions 
expérimentales, que de très rares et très atténués signes cliniques. Le 
pouvoir pathogène expérimental de Mycoplasma synoviae a été étudié par 
plusieurs auteurs, avec des résultats variables selon les souches et les voies 
d'inoculation utilisées. BRADBURY et HOWELL (3) montrent que 
l'inoculation de MS à l'embryon de dix-jours d'incubation ne provoque, 
après éclosion, aucun symptôme mis à part quelques rares synovites, mais 
les lésions d'aérosacculites sont observées sur près de la moitié des 
oiseaux. Selon OLSON et coll. (13), des poulets inoculés par voie 
intra-nasale ne présentent ni symptôme, ni lésions de synovite infectieuse 
et aucune lésion trachéale n'est relevée. Après inoculation par voie 
intra-trachéale au poulet d'une souche classique de MS, des symptômes 
respiratoires modérés et des lésions de trachéite et d'aérosacculites de 
faible intensité peuvent être observées (8). Des aérosacculites plus sévères 
sont notées par KLEVEN et coll. (9), après inoculation par aérosol d'une 
culture de MS à des poulets préalablement vaccinés à l'aide de souches 
atténuées des virus de la maladie de Newcastle ou de la bronchite 
infectieuse. 
Lors des tentatives successives de réisolement de MS à partir de la 
trachée des poulets, seulement 0/15 à 5115 sujets paraissent porteurs de 
MS. Cette proportion paraît faible comparée aux résultats d'expérimen­
tations antérieures effectuées à l'aide d'une souche classique de MS (8). 
De même, plusieurs travaux montrent que MS peut être réisolé réguliè­
rement et pendant plusieurs semaines voire toute une saison de ponte à 
partir de la trachée (6, 9). Enfin, BRADBURY et HOWELL (2) signalent que 
le taux de cultures positives et la vitesse d'apparition des colonies isolées à 
partir de la trachée sont plus élevés que pour les cultures effectuées à partir 
des sacs aériens, des reins, du cœur, de la rate ou de la bourse de Fabricius, 
confirmant ainsi l'intérêt de cet organe pour la mise en évidence de MS par 
culture. 
La mise en évidence d'anticorps chez les poulets inoculés à l'aide de la 
souche MS K1415 n'est possible que lors de l'utilisation d'un antigène 
agglutinant homologue ou lors de tests ELISA de blocage utilisant un 
anticorps monoclonal relativement peu spécifique (21). Après infections 
dues à des souches classiques, les anticorps développés persistent pendant 
de nombreuses semaines (8, 17, 18) et sont décelés généralement sur la 
majorité des oiseaux. Cependant le relatif manque de sensibilité de 
certains antigènes agglutinants pour la détection de poulets infectés est 
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rapporté par BRADBURY et HOWELL (3). Cette méthode est par ailleurs 
souvent insuffisamment sensible pour le dépistage des dindons qui ne 
produisent que peu d'anticorps agglutinants vis-à-vis de ce mycoplasme 
lors d'infections respiratoires (14, 16). 
Ce faible développement de la réponse immunitaire à médiation 
humorale chez nos poulets expérimentalement infectés par la souche MS 
Kl415 peut être lié à une multiplication limitée du micro-organisme chez 
l'hôte, entraînant une stimulation antigénique peu importante. De plus, si 
les études utilisant des sondes génomiques conservées (20) semblent 
démontrer que M. synoviae est une espèce relativement homogène, en 
comparaison de M. gal/isepticum, des différences concernant la virulence 
(10), le tropisme tissulaire (10), la transmissibilité (19), les profils de 
restriction (11) ou les antigènes membranaires (1,4) ont été rapportées. 
NOORMOHAMMDI et coll. (12) ont démontré la présence chez MS, à 
l'instar d'autres espèces mycoplasmiques, d'antigènes membranaires 
présentant des variations considérables de taille et d'expression. De tels 
phénomènes pourraient également être à l'origine du manque de 
sensibilité des tests sérologiques effectués à l'aide d'antigènes classiques. 
CONCLUSION 
Les résultats obtenus au cours de cette infection expérimentale 
soulignent la difficulté de dépistage de certaines infections à Mycop/asma 
synoviae par les méthodes traditionnelles de culture ou de sérologie. 
L'intérêt de méthodes plus récentes basées sur l'amplification de gènes 
(PCR) par exemple devra être évalué. 
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